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ブ レ オ マ イ シ ン (ble o mycin , B L M) と O K-432を併用 した 免疫化学療法は ∴組織学的に 低悪性度の 口腔扁平上皮癌に対
して 効果的な療法 であ る こ とを経験 して きた . しか し, そ の 抗腫瘍効果発現に 関与す る宿主介在性 に つ い て は , い まだ不 明な
点が 多い . そ こ で , 本研究 で は 両 薬剤の 併用 効果を基礎的 に 明 らか に す る 目的で , こ の よ うな併用実験に 頻用 され て い る マ ウ
ス の 実験系 で ある メ チ ル コ ラ ン ト レ ン 誘発線維肉腫 M eth-A 細胞/B A L A/c マ ウ ス の 系を 用い て ▲ 抗腫瘍効果 お よび 免疫学的
パ ラ メ ー タ ー を 検討 した . 実験に は 6週齢雌性 の B A L B/c マ ウ ス を 用 い , そ の 右鼠径部皮下に 同系腫瘍である Meth- A 細胞
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個移植 した . B L M と O K-432の 投与量, 投与 ル ー トお よ びそ の 投与時期 を変化 させ , 担痛 マ ウ ス に 投 与 した と こ ろ ,
O K-432を腫瘍移植 6 日後 に 50 K E/kg の 投与量で 腫瘍内に 投与 した後 に . B L M を踵瘍移植 8 日後に 1 00m g/kg で 静脈内投与
した ときに 最 も優れ た 併用 効果が認め られ た (O B療法). こ の O B療 法の 効果ほ T細胞 の 欠如 した ヌ ー ド マ ウ ス や マ ク ロ
フ ァ
ー ジの 活性 を消滅 させ た マ ウ ス で は減 弱な い しは 消失 した が , ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細胞の 活性 を消滅 させ た マ ウ ス に お い て
は 変化を認め な か っ た . O B療法を 施行 した非担癌 マ ウ ス の 脾臓 で は 溶血斑形成細胞数が増加 して い る こ と か ら , 本療法が 抗
体産生能を増加させ ると 考え られ た . ま た , フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で , 脾細胞 の T細胞の サ ブ セ ッ トを 検討 した と こ ろ , ヘ ル
パ ー/イ ン ジ ュ ー サ ー T細胞 に 特異的 で ある L 3T4 陽性細胞が増加 して い た . した が っ て , O K-432 と B L Mの 併用療法の 効果
発現に は マ ク ロ フ ァ ー ジと ヘ ル パ ー T細胞 が強く関与 して い る と ともに , 口腔扁平上皮癌に 対す る有効な免疫化学療法に なる
こ とが 臨床応用例で の 成繚 と併せ て 示 唆 され た .
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口腔粘膜癌 に 対する本邦 で の 化学療法の 歴史の 中で , 1 966年
Um e z a w aらl)2) に よ っ て 見 い 出 さ れ た ブ レ オ マ イ シ ン
(ble o mycin , B L M) の 登場 ほ , 癌化学療法単独で 治癒 を期待 で
き る抗癌剤と して 新 しい 時代を 開 くもの で あ っ た . しか し , そ
の 効果 を期待す るあま り , 投与量が 増加 し肺線維症 を惹起せ し
め た苦 い 経験も して きた . そ の 後 , シ ス プ ラ チ ン な ど口 腔粘膜
癌 に も有効な抗癌剤を中心 に 幾多 の 多剤併用療法が試み られ ,
奏効率 ほ 向 上した が , それ が 必 ず しも生存率の 向上 に ほ 貢献 し
て い な い の が 現状 で ある3 ト 5). そ の 理 由と して , 抗癌剤 の 腫瘍制
御 が麒著 に 認め られ て も, 宿主 の 全身的な免疫機能 の 低下に よ
り , 免疫的監視機構が弱ま る こ とが 考 え られ る. こ の こ と は l
治療効果や患者の 日常生活 の 質(quality of life, QO L)を考え る
上 で , 決 して望 ま しい 現象 とは 言 えな い . した が っ て , 癌化学
療法 を行 う際 に , 腫瘍局所 に 対す る効果だけ で なく , 免疫能な
どを含 めた 宿主側 の 反応をも十分 に 考慮す る こ と が 必 要 と な
る .
こ の よ う に , 多くの 抗癌剤は 一 般的 には 免疫抑制作用を 示 す
と考 え られ て い るが , 抗癌剤 の 種類 t 投与量 , 投与 期間, 投与
時期な どに よ っ て ほ , 担癌生体の 抗腫瘍免疫 を増強する こ とが
報告 され て い る6). 筆者らも , 日 常の 臨床に お い て , 少量の 抗癌
剤投与の み で 十分な腫瘍縮小効果 が認め られ た症例 を しば しば
経験 して い る . そ れ ら の 症例に 対する抗癌剤の 投与量か ら考え
て , 抗癌剤に は直接的効果の み な らず , 宿主 介在性 の 抗腫瘍効
果の 関与が示 唆 され る . こ の よ う な抗癌剤の 免疫増強作用 , す
な わ ち , 抗癌 剤 の 生物反 応 修飾物 質 (bioIogic al re spo n s e
m odifier, BRM )様作用は癌化学療法 の 治療効果の 向上 に 寄 争
す るもの と考 え られ る .
一 方 , 癌化学療法の 効果増強を意図 して , 非特異的免疫療法
剤 と抗癌剤を併用する免疫化学療法が臨床的に も試 み られ る よ
うに な っ た . そ れ ら免疫化学療法 の 1 つ と して , O ka m oto らT)
に よ る溶連菌 の 乾燥菌体製剤 で ある ピ シ バ ニ ー ル (O K-432) と
B L M を併用 した B O療法が考案され て 臨床に お い て 試行 され
て い る
8)
. 本併用療法 は , サ ブ レ ッ サ ー T 細胞 (sup pre ss orT
C ell) に 対する抑制効果に よ り免疫賦清作用 を有す る と さ れ る
B L M9)に , 種 々 の サ イ ト カ イ ン を誘導す る O K-432川)を 併用 し,
両薬剤の 免疫能増強作用を相乗的に 得 よう とするも の で ある .
A b breviatio n s :B L M, ble om ycin; B R M, biologic al respon se modifier; D M S O, dim ethylsulfo xide; F CS, fetal
C alfs er u m; FIT C, fluores c ein isothio cyan ate;IL-1, interle ukin l;Ⅰ.R. , inhibitio n r atio; M T T, 3-(4ふdim ethyl-
thiaz ol-2-yl)-2,5-diphe nyltetr az oliu m bro mide; N K, natu ral killer; P B S, phosphate-buffered salin e; P E,
phycoerythrin;QO L, qu ality of life; R P M I, Ros w e11 Park Me m orial In stitute
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筆者 らも , こ の 考えに 基づ き 巨 魁織学的 に 低悪性度の 口 腔粘膜
癌症例に 対し て , 本療法 を試行 L , そ の 有効性を認め て い る11).
しか し, そ の 抗腫瘍効果発現の 機序 , 両薬剤の 至適投与法な ど
不 明な点 が多 い . そ こ で , 両 薬剤の 併用効果を明 らか に す る目
的で , 基礎的実験を行 い 検討 した . さ ら に , そ れ らの 結果に 基




6適齢雌性の B A L B/c マ ウ ス , C3 H/He マ ウ ス お よ び ヌ ー
ド マ ウ ス [B A L B/c(n u/n u)】を用 い た . こ れ らの マ ウ ス は 日本
チ ャ ー ル ズ リバ ー 社(厚木)よ り購入 した . マ ウ ス は 無病原体飼
育条件下(spe cific pathogenfre e, S P F)で滅菌飼料お よび 滅菌
水道水が自由に 摂取でき る ように L て飼育 し実験に 用 い た .
2 . 腫瘍細胞
1) M eth-A 線維肉腫 (M eth-A)
B A L B/c マ ウ ス に 対 して 同系腫瘍 で あ る メ チ ル コ ラ ン ト レ
ン 誘発線維肉魔 の M eth-A 細胞を用い て 抗腫瘍性試験 を行 っ
た . Meth- A 細胞ほ B A L B/c マ ウ ス の 腹腔内で継代維持 した .
実験 に 際 して ほ , マ ウ ス 腹腔内よ り腫瘍細胞 を無菌的 に 採取
後 , 細胞浮遊液を作製 して用い た .
2) Y A C-1 リソ パ 腫 (Y A C-1)
A/Sn ▼マ ウ ス に Molo n ey 白血 病ウ ィ ル ス で 誘発 した リ ン パ 腫
Y A C-1 細胞 を ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (n atur al kille r, N K) 細胞活性
の 標的細胞 と して 用 い た . Y A C-1細胞 は10% 非働化ウ シ 胎児
血 清 (fetal c alf s e ru m, F C S) (GIB C O, Gla nd Isla nd,
U.S. A) と ダ ル ク ミ ソ (日水 , 束京) を 含 ん だ Ro s w ell Pa rk
Me m orial In stitute-1640(R P M I-1640)培地(ニ プ ロ , 大 阪) 中
で , 37℃ よ 5% C O2 で培養継代 した .
3 . 使用薬剤
B L M(日本化薬 , 東京), O K-432( 中外製薬▲ 東京)は蒸廃水
に て 種 々 の 濃度 に て 溶解また は 懸濁 し, マ ウ ス 一 匹あた り 0. 1
r山 投与 した .
4 . 培養細胞 に よ る効果判定
Meth-A 細胞を 180FLlの10% F C S加 R P M IT1640中 に 104 個
と な る よ う に 調整 し , 9 6 ウニ ル マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト
(Nu n c, Ro skilde, De n m ark) の 各 ウ エ ル に 180FLl ず つ 分注 し
た . 最 終濃度 が 0 .1K E/mト1 K E/rnl に な る よ う調整 し た
O K-432 お よ び B L Mを各 々 1 0FLl分注 した . な お , BL M の 濃
度 ほ M eth-A 細胞 に 対 し て 40- 60% の 増 殖抑制率 を 示 す
300/Jg/血 と した . 3 7 ℃, 5% C O2 で72時間培養後 , 各 ウ ニ ル
に 0.15 M リン 酸緩衝生理食塩水(pho sphate-buffer ed s alin e,
P B S)で 溶解 した 2 m g/mlの 濃度 の 3-(4,5- ジ メ チ ル チ ア ゾ ー
ル ー2 イル)-2ふ ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド [3-(4ふ
dim ethylthiaz ol-2- yl)-2,5-diphe nyltetr a zoliu m br omi de] (M T T)
(Sigm a, St･ Lo uis , U. S. A .) を 25FLl分注 し , 4 時間培養し
た . 各 ウ ェ ル の M T Tホ ル マ ザ ソ 結 晶懸濁液 を 1. 5ml 遠心
チ ュ ー ブ (Ep pe ndorf, Ha mbr ug , Ge r m a ny) に 移 し換 え ,
1 5,00r叩 l に て10分遠心後 , 上浦を静か に吸引 し , ジ メ チ ル ス
ル フ ォ キ シ ド(dim ethyls ulfo xide, D M S O) (和光純薬, 大 阪)
20恥1を 加え, M T Tホ ル マ ザ ソ結晶を溶解 した , 十分に 溶解 し
た後, 再び 元の ウ ェ ル に移 し換え , 各ウ ェ ル の 540n m に お け
る吸光度を Im m u n or e ad rNJ-2000(日本イ ン タ ー メ ッ ド, 束
京) を用 い て 測定 した .
効果 判定 は , 測 定 し た 吸光度 よ り 次式 に て 増殖抑制率
(inhibitio n ratio , Ⅰ･ R･) を算出 し評価 した . 相乗効果 お よ び相加
効果の 判定ほ , Vale riote ら12)の 方法 に 準 じた .
Ⅰ. R. (%)=(1-T/C)×100
T :薬剤投与群 の 吸光度の 平均
C : 対照群の 吸 光度の 平均
5 . マ ウ ス 固形腫瘍碇 よ る効果判定
生理食塩水 で 2 ×1 07 個/ml に 調製 した M eth- A 細胞浮遊液
0.05ml を B A L B/c マ ウ ス の 右鼠径部皮下に 移植 し, 担癌 マ ウ
ス と した . 単独投与実験で は , 移植 6日後も しくは 8 日後に ,
O K-432 は 50 K E/kg の 投与量 で腹腔内投与 また ほ 腫瘍内投与
を , B L M は 30m g/kg ま た ほ 100m g/kg の 投与量 で静脈内投
与を行 っ た . 単独投与 に て ∴至適投与ル ー トお よ び至適投与量
を 判定後, そ の 投与法 で の 併用効果を判定 した . 一 群 6匹を 使
用 し , 効果判定ほ ‥ 睦瘍移植35 日後 , 移植 部に 形成 した 固形腫
瘍を摘出 し, 対照群 と薬剤投与群の 平均腫瘍重量 よ り次式 に て
腫瘍増殖抑制率 を算出 した . さ ら に , 体重を測定す る こ とに よ
り毒性の 検討も行 っ た .
Ⅰ. R. (%)=(1 - T/C)×100
T : 薬剤投与群 の 腫瘍重量の 平均
C : 対照群 の 腫瘍重量 の 平均
6 . O K-432と B L M併用に よ る免疫能に 与え る 影響
1) 免疫能欠如マ ウ ス に おけ る効果判定
O K-432 と B L Mの 併用 効果 の 及 ぼ す宿主 の 免疫能の 影響 を
検討する た め に , 以下 の 実験を 行 っ た . ヌ ー ド マ ウ ス お よび 抗
ア シ ア ロ G M l(和光純薬)また は シ リ カ (LiChr os orb⑧ si60)
(M erck, Dar m stadt, Ger m a ny)を 投与 した B A L B/c マ ウ ス を
用 い て それぞれ の 併用 効果 に お け る T細胞 , N K細胞 , マ ク ロ
フ ァ
ー ジの 影響 を検討 した . 抗 ア シ ア ロ G M l は P B Sに て 2
mg/ml に 溶解 し, 一 匹 あた り 0.1ml を腫 瘍移植 5 , 8 , 11,
1 4 日後 に 尾静脈 よ り静脈内投与 した . シ リ カ は 蒸 留水 に て
25mg/ml に 懸濁 し, 一 匹 あた り 0.1ml を 腫瘍移植 5 日後に 静
脈内投与 した . 効果判定は ヌ ー ドマ ウ ス を 用い た実験 で ほ腫瘍
移植21 日後 と し, BALB/c マ ウ ス を 用 い た 実験 で は35日後と し
た .
2) 脾細胞の 分離
マ ウ ス よ り無菌的に 脾臓 を摘出 し , ピ ン セ ッ トに て 機械的に
細切 し, ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を 通過 させ 単細胞化 した . 赤血 球
除去用 トリ ス 緩衝液(0.83% 塩化ア ン モ ニ ウ ム :0.15M ト リ ス
ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン pH 7.65= 9 : 1) に て37 ℃,
5 分間処理 して 赤血 球を 除き , 脾リ ン パ 球 浮遊液を得た .
3) カ ニ ン ガ ム 法13)を用 い た 脾細胞の 抗体産生能 の 測定
補体の モ ル モ ッ ト 血 清 (Ceda rla n eLab. , Ontario, Can ada)
は , あ らか じめ 水冷下 で等量の 羊赤血球(デ ソ カ 生研 , 東京) と
3 0分間混和 し, モ ル モ ッ ト血 清中の 正 常抗羊赤血球溶血素を吸
収 して おき , 遠心 分離 して 上清を補体と して用 い た .
AIs e rv er溶液中 に保存 され て い る 羊赤 血球 を P B Sに て洗浄
後 , 10%に 調整 した 羊赤血 球 を B A L B/c マ ウ ス の 腹 腔内に
0.1ml 投与 し, 感作 を行 っ た . 感作4 日後 に マ ウ ス の 脾臓を 摘
出∴膵臓 1 つ に つ き 2 ml の ハ ン ク ス 液 (Ha nks bala n c ed s alt
Sdlutio n)に 脾 リ ン パ 球を 浮遊 させ , 氷水中に 保存 した . この 脾
O K-432･ プ レ オ マ イ シ ソ 併用療法
リ ン パ 球浮遊液 の10倍希釈液 0.05ml に40% 羊赤血球 0.05mI,
ハ ン ク ス 液 0.8ml, 補体と して モ ル モ ッ ト 血 清 0.1ml を加 え て
十分混和 した . 直ち に , そ の 混合液を カ ニ ン ガ ム チ ャ ン バ ー に
封入 後 , 37 ℃ で 1時間補休結合反応を行い , 形成 した 溶血 斑数
を数え た ∴脾臓 一 個 あた りの 溶血 斑形成細胞数を算出 して抗体
産生能の 指標 と した .
4) 脾リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト の 解 析
10% F C S加 R P M ト1640に て 10
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個/mlの B A L B/c マ ウ ス
膵臓 よ り リ ン パ 球 浮遊液を作成 し , 各種抗体 と直接蛍光抗体法
で 反応 さ せ , フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (E PIC S-P ROFILE Ⅱ)
(Co ulter, H iale ah, U. S. A .)に て 脾 リ ン パ 球 の サ ブ セ ッ トを解
析 した . 使用 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体は フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト (flu or es c ein is othio cya n ate , FIT C) 標 識抗
T hyl.2 抗体 , FIT C標識抗 Lyt2抗 体 お よ び フ ィ コ エ リ ス リ
ン (phyc o erythrin, P E)標 識抗 L 3 T4 抗 体 (以 上 Be cto n
Dickin s o n, Sa nJo s e, U . S. A .) であ っ た . 抗体 はそ れ ぞれ25倍
に 希釈 し実験 に供 した . 脾 リ ン パ 球 浮遊液 10恥1 と 各抗体
10恥1を 十分 に 混和 し , 4 ℃, 60分反応 させ た 後 , 0.1% ア ジ化
ナ ト リ ウ ム
.
1 % F C S加 P B Sに て 2 回 洗浄後 , 同 P B S
lml に 浮遊 させ 試料 と した . フ ロ ー サ イ ト メ トワ ー の サ イ ト グ
ラ ム 上 で リ ン パ 球領域 に ゲ ー ト を か けて , そ れ ぞれ の 抗体の 陽
性細胞の 割合を求め た .
5) N K細胞活性の 測定
N K細胞活性 の 標的細胞 と し て Y A C-1 細胞 を用 い た .
Y A C-1 細胞ほ , 1 ×107 個 あた り 3.7 M Bq の 51Cr-ク ロ ム 酸ナ
ト リ ウ ム で37 ℃, 60分標識 し , ハ ン ク ス 液に て 3 回洗浄 した .
そ の ときの 標識率は8.8×1 0
4
cpm/106 個 で あ っ た . 次に , 96 ウ
エ ル マ イ ク ロ ブ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 5 ×1 04 個/ml に 調整 した
標識 Y A C-1 細胞 を 10恥1と , エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と して 5 ×
106 個/mlに 調整 した C H3/He マ ウ ス の 牌 リ ン パ 球 100plを 加
え , 3 7 ℃, 5% C O2 に て12時間培養 し た . 培 養 液 は1 0%
F C S加 R P M I-1640 を使用 し た . 培 養 後 , 各 ウ ェ ル よ り
10恥1の 仁清を採取 し , オ ー ト ウ ェ ル γ カ ウ ン タ ー (Ar c505)(ア
ロ カ , 東京) で 放 射活性 を測定 し た . 自 然解離は標的細胞 と
R P M ト1640, 最大解離は , 蒸留水 を加 え 3度凍結融解を繰 り返
して 測定 した . 次式に て , N K細胞活性 を算出 した .
(実験解離値一 自然解離値/最大解離値 一 自然解離値)×1 00(%)
7 . 組織学的検討
摘出した 腫瘍組織を10% ホ ル マ リ ン に て 固 定 し, 常法に 従い
パ ラ フ ィ ン 切片を 作成 した . 脱 パ ラ フ ィ ン 後 , へ マ トキ シ リ
ン ｢ エ オ ジ ン 染色を 行い , 光学顕微鏡下 で 観察 した .
8 . 統計学的検定法
2群間の 平均値の 差の 検定に は , t 検定(Stude nt
'
s t-teSt)を
用 い , P< 0.05 を有意 と した .
Ⅱ . 臨床的検討
1 . 症 例
対象 と した 症例は当科を受診 した 口 腔扁平上皮癌 一 次症例の
うち , O K-432と B L Mの 併用療法を施行 した 4例で ある . 性別
で ほ 男性 1例 , 女性 3例で , 年齢ほ70歳か ら83歳ま で に 分布 し
平均76.0歳 と比較的高齢 であ っ た . 発症部位は 上顎歯肉3例,
下顎歯肉1例であ っ た . 臨床病期分類 では Ⅰ期(Stage Ⅱ): 2
例 , Ⅲ期(Stage Ⅲ): 2例 で あ っ た . 一 方 , 組織所見 の う ち分化
度 で は高分化 3例 , 申分化 1例で , 浸潤様式は全て山本 一 小浜
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分類1 4)1 5)の 2型で あ っ た .
2 . 薬剤投与法
本療法 の 投与ス ケ ジ ュ ー ル ほ , 上 記の 基礎的検討結果に基づ
き, O K-432先行, B L M後続と し , そ の 投与量ほ B L M で ほ 1
回 15mg 静脈内点滴投与 , 週 2 回総量 90mg, ま た O K-432 は
B L Mの 投与前日 に 1K E前後 の 任意畳を肪肉内投与 ま た は 腫
瘍内局所投与を行 っ た ､
3 . 効果判定
臨床的腫瘍効果の 判定は 日 本学治療学会の 固形が ん 化学療法
直接効果判定基準に 準 じた . 効 果判定 は後続療法の 直前 と し
た .
4 . 免疫 パ ラ メ ー タ ー
本療法 の 免疫に お よぼ す影響 に つ い て , 化学療法開始時 と終
了時の 末梢血中の リ ン パ 球サ ブセ ッ ト(T細胞, B細胞, N R細
胞) の 変化を指標に 検討 した .
成 績
Ⅰ . 基礎的検討
1 . 培養細胞に 対す る増殖抑制効果
Meth-A 細胞 に対 して , 0. ト 1 K E/ml の O K-432の 単独投
与で は8.2 - 38.3%の 増殖抑制率であ っ た . → 方 , B L M 30恥g/
ml を併用 させ た群 で は よ 45.4 - 65.7%の 増殖抑制率 を認め た
が , そ の 効果は 相加的なもの に と どま り , 相乗効果ほ認め られ
なか っ た ( 図1).
2 . マ ウ ス 固形腫瘍 に 対す る単独投与 の 腫瘍増殖抑制効果
腫瘍移植 6 日後ま た は 8 日後に O K-432を 50 K E/kg 単独投
与 した が 仁 腹腔内全身投与 , 腫瘍局所投与 に お い て も効果ほ認
め られ な か っ た (表1).





















Conc entr atio n of O K･432(K E/ml)
Fig.1. Effects of c o mbin atio ntr e atm e nt with O KT432a nd
ble o mycin(BLM) o n Meth-A fibro s arc o ma . T he plot
SymboIs : ○, O K-432and 300iLg/ml B L M; 0, O K-432
alo n e. T he br oke nlin eis the or etic al additiv e effects o n
O K-432a nd B L M. T he per c e ntage of c ell gr o wth
inhibitio n w as c al ulated by the following for m ula :
Inhibitio n ratio =(1 p T/C)×1 00, Whe re C is the m e a n
abs orba n c e at 540n m o王 the c o ntr olgro up a nd T is that o王
the tre ated gro up.
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き 20- 30 %の 腫瘍増殖抑制率を認め た . 投与量が 30m g/kg の
場合 で は , 腫瘍移植 8 日後 に投与 した 群に お い て 効果ほ 認 め ら
れ な か っ た が , 移植 6 日後 に 投与す ると 100mg/kg 投与時 の 腫
瘍増殖抑制率 に 近似 した 値2 臥4%を 示 した (表1).
3 . 併用療法 に よ る腫瘍増殖抑制効果
1) O K-432･ 腹腔 内投与 と B L Mの 併用効果
O K-432 腹腔内投与と B L M静腱内投与 の 併用 効果の 検討 で
は , い ずれの ス ケ ジ ュ ー ル に お い て も腫瘍増殖抑制率 が約30%
で , B L M単独投与の 増殖抑制率 とほ ぼ 同様の 結果 で あ っ た(表
2).
2) O K-432腫瘍内投与と B L Mの 併用 効果
O K-432腫瘍内投与 と B L M静脈内投与の 併用効果 の 検討 で
は ▲ B L M, 100m g/kg 投与 と O K-432, 50 K E/kg を 併用 した と
きに強 い 併用効果が認められ た . 特に , O K-432腫瘍内投与を
BLM 投与に 先行 させ た 群 の 腫瘍増殖抑制率 ほ 6 2. 9% で ,
B L Mを 先行投与 した群 の41.3%と 比べ 有意な差をも っ て , 強
い 併用 効果を示 L た(表2).
3) O K-432先行投与 と B L Mの 投与間隔お よ び O K-432 の
投与量に お ける併用効果
O K-432, 50 K E/kg を 腫瘍移植 6日後 に腫瘍内投与 し , そ の
後 B L M, 100m g/kg を 投与する ま で の 投与間隔 に つ い て の 検
討 で は , 51.1 - 65. 4% の 腫瘍増殖抑制率 で , 有 意差 は な か っ
た . しか し , O K-432投与 2 日後 , すな わ ち腫瘍移植 8 日後 に
B L M, 100m g/kg投与 を 併用する と最も強い 併用効果 が認め ら
れ た . こ の 傾 向は , O K-432の 腫瘍内 へ の 投与量が 1 0 K E/kg 凌)
る い は 250 K E/kg で あ っ た も , O KT432の 腫瘍内投与 2 日後 ,
す なわ ち 腫瘍移植 8日後 に B L M, 100m g/kg 投与 を 併用 させ
た 時に 認め られ た . しか し, O K-432, 10 K E/kg 腫瘍内投与を
先行 した 群の 併用効果 ほ全体 に弱く , 46.1-56.0%の 腫瘍増殖
抑制率であ っ た . O K-432, 250 K E/kg 腫瘍内投与を先行 した群
の 併用 効果は , 増殖抑制率が53.2-65.2%で , O K-432, 50 K E/
kg 腫瘍内投与を先行 した 群 の 併用効果 と ほ ぼ 同様 の 結果 で
あ っ た (図2).
以上 , 投与量が少 なく て も強 い 併用効果を認め る 腫瘍移植6
日 後 に O K-432, 50K E/kg 腫瘍 内投与 し , 移 植 8 日後 に
B L M, 100m g/kg を 投与す る群(O B療法)が最も効果的な投与
法 で ある と考え , こ れ を 以下 の 実験 の 投与 ス ケ ジ ュ ー ル と し
た .
4 . O B療法の 効果発現に対す る宿 主免疫能 の 影響
1) 免疫能欠如マ ウ ス に お ける 併用 効果
免疫担当細胞の 一 つ で あ る T細胞 が先天的 に 欠如 して い る
B A L B/c(n u/n u) マ ウ ス に 対する O B療法の 効果 は , 通常 の
B A L B/c マ ウ ス の 増 殖抑制率62.9% に 比 べ , そ の 抑制率 は
50.3%と効果が減弱 して い た . シ リ カ を投 与 し, マ ク ロ フ ァ ー
ジの 活性 を減弱 させ た B A L B/c マ ウ ス に 対す る O B療法の 増
殖抑制率 ほ11.6%で , そ の 効果ほ 完全に 消失 して い た . 一 方 ,
抗 ア シ ア ロ G M lを 投与 し , N K 細 胞活性 を 減 弱 さ せ た
B A L B/c マ ウ ス に 対する O B療法 の 増殖抑制率ほ60.3% で , 通
常の B A L B/c マ ウ ス の も の と同程度 で あ っ た (表3).
2) 抗体産生能 の 解析
O B療法 の 羊赤血球 に 対す る溶血斑形成紳胞数は , 薬剤 投与
直後よ り高値 を維持 し, 投与13 日後 に 対照群の 値に 復 した ( 図
3). ま た , 絶勝細胞数 に は ほ とん ど変化が認め られ な か っ た .
こ の こ と か ら , O B療法 は抗原刺激を受けた抗体産生細胞 を選
Tablel. Effe cts of O K-432a nd Ble o mycin (B L M) o n Meth- A fibro s ar c o m a s ubc uta n e o u sly
tr a n spla nted to B A L B/c mic e
A dministration
Dr ug Do s e
Ro ute Day
Tu m orw eight(g)
m e a n±S.D.
(tre ated/c o ntr ol mice)
Inhibitio n
ratio (%)
O K-432 50 K E/kg
O R-432 50 K E/kg
O K-43 2 50 K E/kg
O K-33 2 50 K E/kg
B L M lOOmg/kg
BLM 30皿g/kg
B LM lO′ mg/kg










































7.10 土1.79/ 8.94 士2.74
8･.64±1.34/8.94士2.74
Table2. Co mbin ed effe cts of O K-43 2a nd Ble o mycin (B L M) o n M eth- A fibr o sa r co m a
s ubc uta n e o u sly tr a n spla nted to B A L B/c mic e
Tre atm e nt*
O K-432 B L M
Tu mor w eight(g)
Me a.rl士S D
(tre ated/c o ntr ol mic e)
Inhibitio n
工atio(%)
Day 6.i.p. Day 8,i.v .
Day 8,i.p. Day 6. i.v .
Day 6,i.t. Day 8, i. v.
Day 8,i.t. Day 6, i.v .
6. 17 士1.67/8.94 士2.74
6.26 士2. 17/8.94 士2.74
4.39 士1.51/11.82 士2. 17





*O K-432(50 K E/kg)a nd B L M(1 00mg/kg) w er ead mini§te red o ntheindic ated days a nd the
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2 4 6
Days after O K･4 32administr atio n
F ig･ 2･ Effe cts oftiming of ble o mycin administr atio nin the
C O mbin atio n ther ap y with OK-432. Meth-A fibr o sar c o m a
C ells(1×106) w e re s ubc uta n e o u sly in o c ulated o n day - 6
a nd O K-432w a s administer ed to tu m orsite at do s es of
lOK E/kg(●), 50 K E/kg(○) a nd 250 K E/kg(▲) o nday O.
B L Mw a sintr ave n o u sely administered ata dos e of1 00m g/
kg･ T he tu m orinhibitio n r atio w as cal ulated by the
follo wing for m ula :Inhibitio n r atio (%)=(1 - T/C)×1 0,
Wher eC is the m e an tu m or w eight of the c o ntrol gr o up







































l ･ ■ ■ ■ 1
5 1 0 1 5
D8y$ afte rdrug adrTlinistratio n
Fig･3･ E王fe cts of O K-432and bleomycin(B L M) o nprim ary
r espo n s eto she ep red blo od c e11s (S R B C). T he pLot
SymboIs : ○】 mic e im m u niz ed with S R B C; ●, mic e
irn m u nized a nd tr e ated O K-432a nd B L M. O K-432w as
S ubc uta n eo us ely ad ministe red at a dos e of 50 K E/kg o n
day - 2･ B L Mw asintrav e n o u s ely administer ed at a do se
of l OOm g/kg o nday O.
Table3･ Antitu m or effe cts of c o mblin ed ther ap y with O K-432a nd Ble o mycin (B L M)
O n Meth- A fiblo sa rc o m atra n spla nted to B A L B/c mic e m odified im m u n ological
Par am eterS
Im m u n ologic al
Par a m et r
Modific atio n
Tu m or w eight(g)
Me a n士S D




T c ell Athymic n ude m o us e
Ma cr ophage Silic a, 2.5 m g/m o us e,i. Ⅴ .
N Kc ell Anti-a Sialo G M l,
0.2 m g/m o us e, i. v .
4.39 ±1.51/11.82 ±2.17
















*O K-432w asinjectedto the tum o r site at a do se of50 K E/kg o nday 6a ndthe nB L M
W a Sintr a v e n o u s elyinje cted at a dos e of l OOm g/kg on day 8.
2 4 ¢ 8 10
D叩S 8代O rdr ug8dm 柚朗rat轟O n
Fig, 4. C ha nge of N Kc eua ctivity afterdr ug ad ministratio n.
T he plot symboIs :○, O K-432a.lo n e; ●, B L Malo n e; ▲,
O K-432a nd B L M. T he dotted ar e ais the N Kc ellactivity
Of c o ntr ol le v el. O K-432w a s s ubc uta n e o u s ely ad minister ed
at a do se of50 K E/kg onday - 2. B L Mw a sintr a v e n o u s-
ely administer ed at a do se of lOOm g/kg o nday O. N K
C ella ctivity w as c a.1c ulated by the fo1lowing for m ula :N K
C ella ctivity (%)=(e xperim e ntal cpm - SpO nt an e O u S Cprn/
m a xim u m cpm - SpO nta n eO u S Cpm)×1 00.
Table4. An alysis of sple nic T hyl. 2-PO Sitive cells,
L 3 T 4-POSitiv e cells a nd Lyt2- PO Sitiv e c el王s after the
c o mbin atio ntr e atm e nt
Subs ets of sple nic ce11s(%)
Tr e atm e nt
T hyl.2 L3 T4 Lyt2
Co ntr o1 64.5 士2.2り
64.2 士8.5
2I
O K-432 60.2 士5.4
51.7 士4.O
B L M 66.5 ±0.9
61.8 士8.7
0 K-432 67.6 士0.8

















Subc uta n e o u s ad ministratio n of O K-432 50 K E/kg o n
day O. Intr a v e n o u s ad ministratio n of B L M l OOmg/kg
O nday 2.
1)Surfa c e m ake r o nday 3.
2)Su rfa c e m aker o nday 6.
能 崎
Fig･ 5･ Histologicalphoto micr o苧r aphs of Meth-A fibro s ar c o m ain B A L B/c m ou s etr e ated O K-432
■ Meth-A fibr o s ar com a c ells
(1×108) w e re subc uta n e o u sly ln O C ulated o nday O a nd O K-432w a s administer ed to tu m o r site at a do se of 50 K E/kg on day 6.
Tu m ors w e r e e x cis ed o nday 7(A, ×10)a nd day 9(B, ×400). Lympho cyte sa nd n e utrophils ar einfiltr ated a ro u nd the site of
O K-432ad ministr ation(A). Ma ny m a cr ophage s a.re obs e rv ed(B).
Fig･ 6･ Clin c al c as epr e s entatio n of 左70-ye arSq Old fe m ale with squ a nlO u S C e11c arcin o m a(Ca s e4): A, intra oral vie w o n･first
e x amin atio n; B, histologic al photo mic rogr aph on first e xamin atio n sho wing ale s s m a rked bo rderlin e(×40); C, intr a or al view
after che rn Otherap y ;D,intr ao ral vie w after oper atio n.
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択的 に 増加 させ る と考 え られ た .
3) 脾リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト の 解 析
非担癌 マ ウ ス の 皮下 に O K-43 2を 50 K E/kg 投与 して 3日 後
お よ び 6 日後 の 非 リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト を 検 討 し た と こ ろ ,
L3 T 4(ヘ ル パ ー /イ ン デ ュ ー サ ー T細胞), Lyt2(サ ブ レ ッ サ ー /
細胞障害性 丁細胞) 陽性細胞とも 3 日後 で ほ上 昇 して い た も の
の , 6 日後に ほ逆 に 対照群 よ りも減少 して い た . こ の こ とは ,
L3 T4/T hyl･2 に おい て も観察 され た . 一 方 , OK-43 2の 2 日後
に B L Mを投与 した 群の サ ブ セ ッ トで は , O K-432投与に て 低
下 した こ れ らの パ ラ メ ー タ ー を下 げる こ と なく , 特 に L 3T 4は
有意な差をも っ て 上昇 して い た . ま た , L 3 T4/T hyl.2の 倦も上
昇 して い た (表4).
4) N K細胞活性の 解析
O K-432単独投与の N K細胞活性 ほ投与 3 日後 に 14.5%と
ピ ー ク 値を 示 した . B L M単独投与 の 活性 は , 投 与直後 よ り
17.9% と上 昇 した もの の 経 時的 に 減少 し , 対照群 の 値 に 復 し
た . 一 方 , O B療 法の 活性ほ , BLM 単独投与 の 活性と近似 した
値を 示 した (図4).
4 . 組織学的検討
O K-432の 腫瘍内投与 1 日後よ り, 局注部位周囲に 好中球お
よび リ ン パ 球の 浸潤が認め られ , 3 日後に は マ ク ロ フ ァ ー ジの
浸潤が 強く認め られ た (図5).
Ⅱ . 臨床的検討
O K-432 と B L Mの 併用療法を施行 した 4例の 化学療法効果
は , CR 2例 , P R l例 , N C l例で あ り奏効率ほ 3/4(75%) で
あ っ た . 有効 3例 で ほ , 化 学療法後 の サ プ レ ッ サ ー T 細 胞
(C D 8+ C Dll十) が 低下もしくは軽微な 上昇 で あ っ た が , 無 効例
で は l 強い 上 昇が 認め られ た (表 5 ). 他の パ ラ メ ー タ ー で は 一
化学療法前後で の 変化 ほ軽微で , 化学療法効果と の 関係に お い
ても 明 らか な 傾向ほ認め られ な か っ た . 併用 療法を 施行 した 4
例中 1例の み に 発熱を 認め た もの の , 化学療法を中止する まで
に ほ 至 らな か っ た . 以下 に 代表症例を 呈 示す る .
症例 4 :70歳女性. 上顎義歯不適合を 主 訴に 平成 3年9月 5
日 当科を受診 した . 初診時 日 睦癌 は 右上 顎に 存在 し表面肉芽状
で 外向性発育を 呈 して い た . 大き さほ 48× 35m m 大で , そ の 範
囲 は 前方ほ第1小臼歯か ら後方は 上 顎結節付近 , ま た 内方は 口
蓋正 中取 外方ほ頻粘膜に 深く 浸潤 して い た . 初診当日 に 生検
を 行 っ た と こ ろ , 高分化型の 扁平 上皮癌 で , 山 本一小浜分
類14)15)に よ る腫瘍の 浸潤様式ほ 2型で あ っ た(T 3 N O M O). 以 上の
所見 よ り低悪性の 癌と判断 し , 前治療 と して O K-432･B L M療
法 を選択 した . 両 薬剤 の 投与に 際 して ほ , 本実験結果に 基づ き
週 2 回 の B L M, 15m g 経 静脈内投与 の 前 日 に OKL432 を
0.5-1.5 K E皮下 注 した . 両 薬剤投与の 初期 よ り腫瘍 は縮小 し
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始め , 総量は O K-432 が3.4K E, B L M, 120mg 投与後に は 庶
瘍は著 しく縮小 し, 大きさは 20×12m m 大で縮小率ほ86%で
あ っ た ･ また , こ の 間の 免疫 パ ラ メ ー タ ー の 変動 で は , サ プ
レ
ッ サ ー T細胞(C D8
+
C Dll+)が 正常範囲を越え て 高値を示 す
19%か ら , 化学療法終了後 , 正 常範囲内の14%ま で に 低下 して
い た ･ な お , 他の パ ラ メ ー タ ー は い ずれ も正常範囲内 で の 変化
で あ っ た . そ こ で 縮小の 程度に 応 じて必要最小限の 切除手術を
行う に と どめ る こ とが で き 仁 阻 噛な ど 口腔機能的に も満足すべ
き結果が得 られ た . 初診後1 年 3 ケ月 ∴匝瘍なく生存 して い る
(図6).
考 察
担癌生体 に お い て は 免疫機能 の 低下 が認め られ る こ と が 多
く , ま た癌の 発生, 増殖が生体の 免疫能 と密接な関連を有する
こ と に つ い て も , 基礎 的あ る い ほ 臨床的に 多く の 事実 が あ
る
g)1 6)1 7}
. した が っ て
, 生体の 免疫能を増強する こ とほ , 癌 の 治
療成績の 向上 に 重要で ある と考え られ る .
現在 , 各臓器 の 固型癌患者に 対 して ほ外科療法また は 放射線
療法が 一 般的な 根治的療法と して 採用され , 化学療法は 補助的
な治療法と して 利用 され て い る . 一 方 , 免疫療法は第 4の 治療
法 ともい われ , 唯 一 , 宿主免疫能の 賦活を介 して癌治療を 目指
すもの で あり , そ の 効果が期待 され て い る柑). さ らに , 化学 療
法 に 免疫療法を組み入 れ た免疫化学療法も提唱 され , そ の 効果
に つ い て も基礎的な らび に 臨床的 に 多く の 報告が な さ れ て お
り19 ト 27), そ の 抗腫瘍効果 の 免疫学的機序に つ い て の 報告 が 散見
され て い る24)25)27)
化学療法に 免疫療法を併用す る根拠と して , 免疫療法が単に
化学療法に よ る宿主免疫能の 低下の 防止や そ の 回復 , 化学療法
後 の 微小残存腫瘍の 排除と い っ た 消極的なもの か ら , 免疫療法
の 抗腫瘍効果 が十分 に 発揮され るよ う に , 化学療法を宿主介在
的に 使用 する積極的なもの ま でが 考え られ る .
一 般に 抗癌剤は免疫抑制作用 を 持 つ と考 え られ て い るが , 投
与条件に よ っ て は 増強する こ とが 認め られ て お り, 免疫化学調
節作用 (che m oim mun o m odulatio n) の 1 つ と して 注目 され て い
る . こ れ ら 一 定条件下 で , 免疫増強を 示す抗癌剤が多数報告 さ
れ6), また そ の 機序に つ い て も, サ プ レ ッ サ ー 細 胞活性 の 抑制
や 抗腫瘍 エ フ ェ ク タ ー 括性 の 増 強 な どが 明 ら か に さ れ て い
る
6)9)28)
. さ らに 免疫抑制か らの 回 復時の はね か え り現象も報告
され て い る即 . しか しそ の 免疫増強作用 の 発現 に ほ , そ れ ぞれ
の 抗癌剤の 種類 ▲ 投与量 , 投 与期間 , 投チ時期な どが重要で あ
る こ と が 報告 され て い る6). そ の 中で B L Mの 免疫系 に 及ぼ す
影響に 関 して は , ラ ッ トを用 い た 実験で 検討され て い る . それ
ら に よ る と適当な投与条件で サ プ レ ッ サ ー T 細胞の 活性を抑制
Table5. Clin c o-pathologic al findings a nd che m other ap yeffe cts
Cas e
*
Age Se x Le sion Stage Respo n se
* * Sup pr es se rT c ell(%)























































* A llc as e s w er eg ade 2 0f m ode of in v a sio n(Ya m arn oto a nd Koha m a).
**C R, C O mplete r e spo n s e; N C, n O Cha nge; P R, partialr espo ns e.
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し , 他方で マ ク ロ フ ァ ー ジ を活性化す る作用な どを介 して , 腫
瘍免疫反応を増強す る こ と が報告 され て い る
嘲
. 臨床 に お い て
も , B L M は口 腔組織 へ の 薬剤集積性 が良好 で あ る こ と か ら 口
腔粘膜癌 に頻用 されて い る抗癌剤の 1 つ で ある
29】
.
B R M ほ‥ 瞳瘍宿主相関に お い て 癌に 対す る宿主の 生物学的
反応を修飾す る と とに よ っ て癌の 増殖を抑制す る こ と を 目 的と
した 薬剤である
-岬 )
. 癌 と宿主 の 相 関ほ 多岐に わ た っ て お り , そ
れ を 修飾す る手段もま た 多彩である . そ れ ら の B R Mの 中で ,
O K-432 は最も幅広 い 作用を有す る物質の 1 つ と して 評価 され
て い る31). O K-432 ほヒ ト由来A群溶連菌 の 弱毒株 を ペ ニ シ リ
ン 処理 し, 凍結 乾燥 した 白色粉末 で , 1966年 O ka m oto ら
T)に よ
り作成 され た . そ の 作用 と して ほ , エ フ ェ ク タ ー 細胞 の 活性化
や サ イ ト カイ ン の 産生刺激な どが報告 され て い る
1 0)
. ま た 臨床
に お い て ほ 土 痛患者 の 生命延長, 腫瘍性凍膜炎治癒効果 な どが
報告され て い る32)a3)
そ こ で , 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 誘導す る O E-432 に免疫増強
作用を有す る抗癌剤 の B L Mを観 み合わ せれ ば , 免疫能 を賦活
し な が ら 高 い 治療効果 が得 ら れ る と の 考 え か ら B L M と
O E-432の 併用療法 が考案 され た
8)
. 我 々 も , こ の 考 え に 基づ
き ト 組織学的 に 低悪性度 の 口 腔肩平上皮癌 に 対 して , 本療 法を
採用 ･ 試行 し , そ の 有効性 を認め て い る
11)
. しか し前 述 の ご と
く抗癌剤 の 免疫増強作用 の 発現 に は ▲ そ れ ぞれ の 抗癌剤 の 種
頬 , 投与量 , 投与時期 などの 投与条件が重要 とな る こ と か ら ,
そ の 抗腫瘍効果発現の 磯序を明らか に して おか な い と , 予想 し
た 治療効果を得 られな い 可 能性が考え られ る . すな わ ち , 化学
療法と免疫療法を併用 し相乗効果 を得 るた め には , そ の 投与時
期が非常に 重要 と され て お り
8)
, 投与条件 に よ っ て ほ 逆 に 両剤
の 効果 を相殺 しか ね な い こ と も危惧 され る . そ こ で , 今 回
B L Mと O E-432の 併用療法 の 腫瘍効果発現 の 機序 , 両 薬剤 の
至適投与法1 時期な どを 基礎的に 検討 した .
ま ず, O K-432 と B L Mの 併用効果に つ い て の 培養細胞を用
い て 検討 した と こ ろ , 両薬剤で の 相乗効果は認め られ な か っ た
もの の , 抵抗する こ と は なか っ た . 次 に , 担癌 マ ウ ス を 用 い た
検討で は ▲ O K-432を 腹腔内投与するB L M との 併用 群 で は , 併
用効果は認めず, 逆 に 括抗す る ス ケ ジ ュ ー ル も認め られ た . し
か し , O K-432 を腫瘍 内投与 した 併用群 で ほ 1 B L M 100m g/
kg と O K-432 を併用 した とき強い 併 用 効果が認め られ た . 特
に , OK-432を 先行 させ た ス ケ ジ ュ ー ル で よ り強い 併用効果 が
認め られた . こ の こ と よ り, 両 薬剤の 併用 効果発現に は 直接的
効果 で な く , 宿 主 介在性 の も の で あ る こ と が 考 え ら れ ,
O K-432 を先行投与す る こ と に よ り誘導 され た 抗腫瘍 エ フ ェ ク
タ ー 細胞が B L Mの 抗腫瘍効果発現に相乗的に 働 い て い る こ と
が示映 され た .
前述 の ように , B L Mを 100mg/kg で 併用 した とき に 強 い 併
用効果が認められ た が , O K-432の 投与量を変化 させ 腫瘍内投
与 した と こ ろ , 50 K E/kg また ほ 250 K E/kg に お い て もそ の 併
用効果 に は差は認 め られな か っ た . こ れほ , OK-4 32 が濃度依
存性 に乏 しい と され る 報告 抑 銅を 裏付ける結果 とな っ た .
化学療法 に B R Mを 併用す る際の 併用時期に つ い て の 基礎的
な研究 が多数報告さ れ て い る柑ト2 8)25 卜 27】が , 抗癌剤 , B R Mの 種揮
お よ び実験 モ デル で 併用時期は異な る . 斉藤 ら23)は ! Meth-A
腹水腫疹 に対 して ア ド リ ア マ イ シ ソ (A dria mycin) と O K-432
の 腹腔内投与 に よる 併用効果 は ▲ ア ド リ ア マ イ シ ソ 投 与後 に
O E-432 を投与 した 時 に 最も優れた併用効果を認め た と 報告 し
て い る . ま た , 菅 ら26) は マ ウ ス の 進行悪性腹水 モ デ ル を 用い た
B R M と化学療法剤 の 至 適併用時期は , 免疫賦括剤を サ イ ク ロ
フ ォ ス フ ァ ミ ド(Cyclopho spami de)の 前に 投与 した 時 に の み有
意 に 化学療法効果を増強 した と 報告 して い る . こ れ と は 逆 に
B R Mの 種 掛 こよ っ て は , サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド投 与後 に 併
用 した ほ う が 高い 治癒が得 られ ると す る報告もある
21)
. 今 回 の
実験結果に よ れ ば, M eth-A 掛形腫瘍濫 対 して , O K-432 を腫
内に 先行投与 しそ の 後 に B L M を静脈内投与 した とき に 優れ た
併用効果を認め , そ れ ほ O K-432 をB L Mの 後 に投与 した とき
の 効果 よ り有意に 優 れ て い た . また , O K-432の 投与 2 日 後 に
B L M を投与 した ときが 最も優れ た 併用効果を認め た .
B R Mの 効果発現 に 対する問題点 と して , そ の 効果判定 , 投
与経路, 投与量 , 他の 療法と の 投与時期などが考え られ る . 今
回 の 動物実験 では 腫瘍重量で効果判定 を行 っ た . 実際の 臨床例
に お い て は生存期間 , 免疫学的 パ ラ メ ー タ ー また は QO Lな ど
で 効果判定が な され て い るが , 確実に そ の 効果を 判定する こ と
は困難と され て い る . 一 方 , 投与経路 , 投与量 , 他の 療法と の
投与時期を検討 した と こ ろ , 今回 の 条件に お い て , 腫瘍移植 6
日後 に O K-432を 50 K E/kg 腫瘍内投与した 2 日後 に B L Mを
100mg/kg を 静脈内投与 した と き(OB 療法)に 最も優れ た 併用
効果を認め た . こ の 投与法 に おけ る免疫学的メ カ ニ ズ ム を 明確
に す る こ と で , よ り効果的 で 副作用の 少な い 併用療法 が確立で
きる と考え られ る .
腫瘍 に 対する宿主側 の 抗腫瘍免疫の 機構と して は ! そ の 局所
で , 最初 に マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る腫瘍抗原の 認識 が行 われ , 次
に ヘ ル パ ー T細胞 が 活性化 され , さ らに キ ラ ー T細胞 , N K細
胞な どの 活性化が誘導され る と考 え られ て お り , そ の 調整や 媒
介をす る各種 サ イ ト カ イ ン の 関与も確認 され て い る 叫 .
O K-432を 投与 して 最初に 出現す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 活性




方 , B L M がマ ク ロ フ ァ ー ジの 細胞障害活性を 上 昇 させ る こ と
が 報告され て い る
28)
.
こ の 両 薬剤 の 相 互 作用 に よ り , マ ク ロ
フ ァ ー ジが惹起 され れ ば , 強い 抗腫瘍性 の 発現が期待できる .
マ ク ロ フ ァ ー ジ は海藻(C ho udr u s crispu s)か ら単離 され た ポ リ
ガ ラ ク ト ー ス の 硫酸塩 で ある カ ラ ゲナ ン や シ リ カ に よ っ て そ の
機能が 抑制 され る36). そ こ で , シ リ カ を 投与 した B AL B/c マ ウ
ス で の O B療法 の 効果 に つ い て 検討 した と こ ろ , そ の 併用 効果
ほ顕著 に 減弱 した . こ の 結果 か ら , 併用 効果発現 に は マ ク ロ
フ ァ
ー ジが 関与 して い る こ と が強く示唆 され る . しか し∴両薬
剤 の 併用効果発現が投与時期に 依存 し て い る こ と か ら マ ク ロ
フ ァ ー ジの 関与だ け で ほ 説明でき な い . 腫瘍内に 浸潤 して い る
マ ク ロ フ ァ ー ジの 数は 腫瘍 の 抗原性 と相関 しな い と され て い
るユ7-が , 浸潤 した マ ク ロ フ ァ ー ジ の 抗原提示能や イ ン タ ー ロ イ
キ ン 1 (inte rle ukin l, Ⅰし1) 産生能が 確認 されて い る
37)38)
. ま
た , Ⅰし1 は BLM に よ る好中球の 活性酸素産生能を増強させ る
こ と が報告 さ れ て い る39). こ れら の こ と を 考 え 合 わ せ れ ば ,
O K-432の 先行投与 に よ り腫瘍局所 の マ ク ロ フ ァ ー ジ が 活性化
する と とも に IL-1産生が誘導 され , 続く B L Mの 抗腫瘍効果を
増加す る こ とが 考えられ る .
次に , O B療法 に 対す る T細胞 の 関与 に つ い て 検 討 した .
O K-432 を単独で投与 した 場合 , 腹腔内投与 , 腫瘍内投与 い ず
れ に お い ても抗腫瘍効果を認め な か っ た . 同時 に , 非担痛 マ ウ
ス に 対する皮内投与 で は , L3 T 4(ヘ ル パ ー /イ ソ デ ュ ー サ ー T
細胞) 陽性細胞の 軽微 な上 昇を 認め た もの の 顕著 な もの で は な
O K-432･ ブ レ オ マ イ シ ン 併用 療法
く , また 投与 6 日後 に 対照群の 値 よ りも大きく減少 した . こ の
こ と は , 今回 の OK-432の 投与 で エ フ ェ ク タ ー 細胞が 誘導 され
る も の の , そ の 誘 導は 弱く よ 長く 持続 しな い ため , 抗腫瘍効果
に 反映 しな い もの と 考え られ た .
O K-432 を腫瘍内投与す る こ と に よ り , 動物実験 , 臨床と も
に 優れ た治療成績 が得られ る こ とが 報告 され て い る
40 ト 43)
. そ の
中で , エ フ ェ ク タ ー 細胞 に 関 して , 国延
41)は O K 1 32の 腫瘍内
投与に よ っ て 腫瘍特異的キ ラ ー 細胞が 誘導 され , 増殖抑制を認
め た腫瘍組織 に は , 免疫紅織学的 に T hy-l, L 3 T 4, ア シ ア ロ
GM l陽性細胞 の 浸潤の 増加 が認め られ , 脾 リ ン パ 球 の 解析 よ
り ト 踵瘍 内投与 に よ る増殖抑制効果は脾 リ ン パ 球 に お ける抗腫
瘍活性 の 増強 , 腫瘍内 へ の 浸潤 リ ン パ 球の 増加と 密接 な関係が
あ ると 報告 して い る . ま た 奥野 ら
421は O K-432腫瘍内投与に
よ っ て ク ラ ス Ⅲ陽性抗原提示細胞 の 機能が克進 し , 脾細胞中に
腫瘍特異的キ ラーT細胞が誘導さ れ る と報告 し てい る . 両報告
とも , 腹腔内投与 で は こ の 現象は 認め られ な い こ と か ら, 今回
の 併用 効果の 発現 と密接 に 関係 して い る こ とが 示 唆 され た . し
か し , こ れ らは複数回投与で の 検討である た め , 今回 の 1 回投
与 で 腫瘍特異的キ ラ ー 細胞の 誘導が な され て い るか は 明 らか で
は な い .
次 に , B L Mを 併用 した O B療法の T細胞 の サ ブ セ ッ ト を 検
討し た と こ ろ , 前述 の O K-432単独投与6 日後 に B L M を併用
さ せ る こ と で , O K-432単独投与で は 低下する L3T 4陽性細胞
を有意 な差 をも っ て 維持 して い た . ま た , L3 T 4/T hyl.2 ほ
B L M単独投与 , 対照群と比 べ 有意な差は な い もの の , そ の 値
を維持 し続けた . 同様 に , 溶 血斑形成細胞数が O B療法 に て 高
値 を維持 し続けた こ と か ら, 併用効果 の 発現に ほ ヘ ル パ ー T細
胞が 強く 関与す る こ と が 示唆 され た , しか し , サ プ レ ッ サ ー T
細胞 が B L MO)投与に て除去 され ると する Morika w aら
9) の 報
告の 裏付けほ , 今 回の 検討で は 明 らか に はで きな か っ た . こ の
理 由と して , サ ブ レ ヅ サ ー T細胞 の 出現 ほ 免疫感作を前提 とす
るた め 非担癌 で の 検討で は , サ プ レ ッ サ ー T細胞の 出現が十分
で な い こ と が 考え られ た .
ま た , 実際 の 臨床例に て リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化を検討す
ると , ヘ ル パ
ー T細胞 (C D4
十
Le u8) は化学療法前後お よ びそ




) は無 効症例 で は 化学療法終了後大きく 上昇 し て
い た . しか し, 免 疫学的 パ ラ メ ー タ ー は 化学療法 お よび 免疫療
法 の 効果を直接, 正確 に 反映す る と は 言い 難く , ま た 今回 の 検
討症例数も少な い こ とか ら , そ の 本質的意義に つ い て は 今後の
検討課題 で ある と 考え て い る ,
次 に , N K細胞 の 影響に つ い て 検討 した . O Kr432が N K細胞
活性 を増強 させ る作用 を持 つ とす る報告も され て い る
肌)
. 今桓l
の 検討 で も軽微 で は ある が , O K-432単独 で は t 投与 3 日後 を
ピ ー ク と して , N K細胞活性の 上 昇を 認め た . そ の 上 昇の ピ ー
ク と O B療法の 投与間隔を考 え る と , 併用 効果発現に 関与す る
と 考え られ た . しか し, O B療法と B L M単独投与の N K細胞
活性 ほ同程度で あり , さ ら に , 抗 ア シ ア ロ G M lに て N K細胞
活性 を減弱 させ た B A L B/c マ ウ ス に 対す る O B療法 の 抗腫
効果も減弱 しな か っ た .
以上 , 併用療法 の 抗腫瘍効果発現の 機序 を検討 した が , 特 に
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 関与が 強く , ま た T細胞も相互に作用 して い
る こ と が示 唆 され た . こ の 両者 の 相互 作用 を解明する こ と に よ
り , 抗腫瘍効果 の 発現磯序が さ らに 詳細 に 明らか に な るも の と
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考え られ る . 山 下埴) ほ移植片対宿 主反応を用い た実験系に て ,
ア ロ 抗原反応性丁細胞の 成熟 と機能発現に 対す る O K-432活性
化 マ ク ロ フ ァ ー ジの 作用 を解析 して い る. そ の 中で 胸腺細胞を
ア ロ 抗原反応性丁細胞 へ 分化 , 成熟 させ る マ ク ロ フ ァ ー ジ は ,
Ia 抗原陽性 亜群 で , それ は O K-432投与 3 日後以降に 得られ る
と して い る . こ の 報告は 大変興味深 く , 活性化 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 】 ア ロ 抗原反応性丁細胞, ヘ ル パ ー T細胞 へ の 一 連の 成熟期
問が , O B療法の 投与間隔が 2 日間で ある こ と と 一 致する . こ
の 現象が , O K-432の 腫瘍内投与に て 腫瘍局所で 行わ れ れ ば ,
併用 効果の 出現を認め るもの も考え られ る .
今回 の 基礎的検討に よ り , 溶連菌製剤の O K-432を 腫瘍内投
与 し , その 後に B L Mを投与す る免疫化学療法ほ , B L Mの 直接
効果と 両 薬剤併用 に よ る免疫増強作用に よ っ て 有効な治療法に
成 り得る こ と が示 唆 され た . 現在 こ の 結果 を踏ま え て ▲ 臨床で
の 検討を 試み , 良好な結果が得 られ て い る
‖)
. 以上 の 結果 を 基
に , 今後 , 臨床応用 例を追加 し , よ り効果的な集学的治療法の
確立 を検討 した い .
結 論
溶連歯製剤 O K-432 と抗癌抗生物質 B L Mの 併用効果に つ い
て 仁 培養細胞お よ び担癌 マ ウ ス を用 い て 検討 し, 以下の 結果を
得た .
1 . 培養細胞に 対して 両薬剤 の 併用効果 ほ認め ら れ な か っ
た .
2 . 担癌 マ ウ ス に 対して , O K-432 を腫瘍内投与 した と き に
強 い 併用 効果が認め られ た ､ 一 方 , 腹腔 内投与で は併用 効果 ほ
認 め られ な か っ た .
3 . 2剤 の 併用 効果ほ O K-432を 先行投与 した ときに 強い 併
用 効果が認め られ た . B L Mを O KL432の 2日後 に 投与 した と･
きの 効果が最も優れ て い た .
4 . O K-432の 投与量を増加 して も, そ の 効果ほ 強く な ら な
か っ た .
5 . 併用 効果の 発現に ほ , マ ク ロ フ ァ ー ジ お よび ヘ ル パ ー T
細 胞の 関 阜を 示 唆した .
6 . 本給架に 基づ く . 投ケ･ ス ケ ジ ュ ー ル で低悪性の 【一]腔 藤平
一1∴皮癌症例に 臨床応用 した と こ ろ , 商 い 効果が得 られ 臨床的に
もそ の 有効性を ホ 唆した .
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Key w ords OK-432, ble o mycln,im m u n ∝hem otherapy, M e血 一A 丘br os ar CO m a
Abstra ct
Our climic alstudiesha ve suggested thatco mbined ther apy ofble o mycin(B L M)withOK-432 is eftcdv efor thetreat-
m e n t of hum anlo w-grade malign ant Oralsqu am OuS C ellc ar Cin o m a･ Ho w e v er, the mechamisms ofaction ofthis c o mbined
im m un otherapy have n otyetbeen clari鮎d･ Vh pres um edthatthis c ombin atio n che motherapy e xertsits andt um Or aCtlVlty
n ot onlyby adirect cytocidalactionbutalsobyits efftct o nim m un ologic al m echanis m s･ T bc on丘 rm this speCulation and
the antitu m or e蝕 ct of this c ombination therapy, We eX amined its antit un Or e飴 ct on a murinetum Or, the generalsyste mfbr
this study, andals otheim m un Ologicalpara m eters ofmiceimplanted wi th it. Meth
- A fibrosarc o m a ce11s(106c e11s)w ere sub-
C ut an e O u Slyino culatedintothe rightgroinof ftm ale B A L Bk mice. In this syste m, the c o mbin ado n tre at m e n t of B L Mwith
OK -432 w as syn erglStical1y m ore effective than the che m otherapya10ne. T be e飴 ct of the c o mbin ationther apydepended on
thetim lng Ofthe c o mbin ation reglm en , the dose of the drugS, and the administratio nro ute ofOK
-432･ T he 加st amit um Or
e 飴 ct ofc o mbined therapy wa s obtain ed whe nOK-432 w as admi mistered tothe tum or site at adose of 5 0 K EA(g Onday6
after t um Orin ∝ ulation anddlenB L Mw as administered inBav en o usely at adose of l00mgA(g Onday8. T鮎s therapeudc
e飴 ctw asinhibited onathymic n ude mice and B A L B/c mice adm in istered an antim acrophage agent, bu t w a s n otinhibited
OnB A L B/c admimistered an an tトn atural ki11erc ellage nt. lmm un 0logically, th is combin ation therap yenhanced the capacity
for anti bodyproductionin B A L Bノb mice, Sincethe c ombined administradon of BLM with OK -432to mic e c auseda m arked
in cre as ein the n umtN:r Ofplaquefo rmingc e11sin their spleens . L3T4(belperhnducerT cel)positive c ellsin their splee ns
W er e S e e n t Ohave incre a s ed o n examination of Tcellsubsetby flow cyu to m eter. TYleSefindings sug gest that m acr ophage
and helper T cell･ar e efftcter ce1s onthe c o mbin atio n of B L Mwith OK -432 and th is Ⅱ 皿 u n ∝hem otherapylS a Clinically
usefu1imm un 0therapyfbrh um an Oralsqu a m ous cell arcin o m a･
